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(g) Melanomdiagnosemittel m.t Gehalt an monoklonem spezifischen Antikorper 

Minel zur Diagnose von Meianom be< Menscnen. das ei- 
nen monoklonen Antikorper wie M2590 Ant.korper enthalt. 
der geeignet ist, ein Saugeueren eigenes Meianomantigen 
anzuzeigen, Diagnoseausstaitungen. oei denen das genann- 
te Reagenz verwendet wird. sowie Immunoassays zum Auf- 
finden von Meianomantigen. 
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3. Komponente einer Diagnoseausstattung zur Erkennung 
von menschl'ichem Melanom, die in Form einer Festkorper- 
phase vorliegt, an der ein monokloner Antimelanomantikor- 
per angeordnet ist. der fahig 1st, ein Saugetieren eigenes 

5 Melanomantigen :u erkennen. 

4. Komponente nach Anspruch. 3, bei der die Festkor- 
perphase einen Trager aufweist, an oder in dem ein Immuno- 
assay ausgefuhrt werden kann. 

1 0 

5. Komponente nach Anspruch 3, wobei der monoklone 
Antikorper M25 90 Antikorper ist. 

6. Kompcnence nach Anspruch 4, wobei der monoklone 
15 Antikorper M25 9 0 Antikorper ist. 

7. Reagenz nach Anspruch 1, wobei der Markierungsan- 
teil ein bei Xnmraassays verwendeter Markierungsanteil ist, 

20 8. Reagenz nach Anspruch 7, in dem der Markierungs- 

anteil ein racioaktives Element ist. 

9. Reagenz nach Anspruch 8, in dem der Markierungs- 
anteil ein Enzym ist. 

25 u . 

10. Diacr.oseverfahren zur Auffindung der Anwesenheit 

von Melanom bei einen Menschen, wobei ein monokloner Anti- 
melanomantikorper, der fahig ist, ein Sauretieren eigenes 
Meianomantiaen zu erkennen, mit einem Extrakt von Gewebe 
30 oder Zellen des betreffenden Menschen, in denen Melanom- 
zellen vermutet werden, ausbrutet und die Menge des ge 
nannten Antikcrpers besti^t wird, die mit in dem besagten 
Extrakt anwesenden Antigenen reagiert. 
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Die vorliegende Erfindung betrifft eine Reagenz zur 
Verwendung fur die Melanomdiagnose , wobei das Reagenz einen 
monoklonen Antimelanomantikorper enthalt, der ein Saugetie- 
ren eigenes Melanomantigen erkennt. Die Erfindung betrifft 
ebenfalls Diagnoseverf ahren zur Auffindung von Melanomen 
(Melanonkarzinomen, -sarkomen), wobei das genannte Reagenz 

verwendet wird. 

ErfindunasqemaA wurde auf einem T-Zellenspiegel (T cell level) 
die Existenz eines rnslanomspezif ischen Antigens, das verschie- 
denen Tierarten eigen ist, gefunden, das auf der Ober- 
flache von Melancmzellen ausgebildet ist (Nature, 294, 

748-750, 1981). 

Der vorliegenden Erfindung liegt die Aiifgabe zugrunde, 
ein Diagnosereagenz zur VerfUgung zu stellen, das einen 
15 monoklonen Antimelanomantikorper enthalt. 

Aufgabe der Erfindung ist ebenfalls, einen monoklonen 
Antimelanomantikorper zur Verfugung zu stellen, der nicht 

artenspezif isch ist. 

Eine weitere Aufgabe besteht darin, eine Diagnoseausstattung 
20 (Diagnosekit) zur Verfugung zu stellen, die als ein Reagenz 
einen monoklonen Antimelanomantikorper enthalt. 

Eine weitere Aufgabe besteht darin, Diagnoseverf ahren 
zum Auffinden von Melanomen bei Saugetieren, insbesondere 
Menschen, zur Verfugung zu stellen, bei denen ein nicht ar- 
2 5 tenabhangiger monokloner Antimelanomantikorper verwendet 
wird. 

Andere vorzugsweise Ausgestaltungen der vorliegenden 
Erfindung ergeben sich aus der folgenden Beschreibung. 

ErfindungsgemSB wird (1) ein Reagenz zur Verwendung 
bei der Diagnose von Melanomen bei Menschen zur Verfugung 
gestellt, das einen monoklonen Antikorper enthalt, der 
geeignet ist, ein Saugetieren eigenes Melanomantigen zu erken- 
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stellung durch Immunisierung nit Mausmelanon reagiert er 
hicht nur »it Mausmelanom sondern ebenso mit Helanomen von 
anderen Lebewesen wie menschlichen und Hamstermelanomen . . 
Es wurde jedoch gefunden, daB der monoklone Antikorper eine 
solche Soezifizitat aufweist, daB er in keinem Fall nat 
Neuroblast**. Myelom. Fibrosarcom, schuppenf ormigen Zell- 
carcinon, Akanthom, Zervikalcarcinom und Lymphom oder 
mit normalen Geweben (von der Haut, Augen, Cerebrum, usw.) 
von Menschen und Mausen reagiert. 

Die biochemische Analyse hat gezeigt, daB das mensch- 
liche Oder Mausemelanomantigen ein Glycoprotein mit einem 
Molekularaewicht von 31.000 ist. Insbesondere haberi Expe- 
rt mente mit der Behandlung. mit Exoglycosidase und Behand- 
lung mit Tunicamycin zu der Entdeckung gefiihrt, daB die. 
Antigenwirkung, die durch den monoklonen Antimelanomantx- 
korper gemaB Vergleichsbeispiel (als "M2590 Antikorper" 
bezeichnet) erkannt wird, asparagingebundene Zuckerketten 
mit ■ endstandigen Speichelsauren (sialic acid) ist. 

im allgemeinen erkennt ein monokloner Antikorper nur 
eine Antigendeterminante von Antigenmolekiilen . Ist eine . 
spezif^zierte Antigendeterminante ein Protein, ist nur eine 
solche Determinante an einem Molekul vorhanden. Demnach 
kann nur ein Molekul des monoklonen Antikorpers mit emem 
Antige.nmolekiil kombiniert werden. Jedoch erkennt der er- 
findungsgemaBe monoklone Antikorper ein Tumorantigen , das 
aus Zuckerketten zusammengesetzt ist. Das heiBt, daB vxele 
Zuckerketten an einem Antigenmolekul vorhanden sind, und 
daB deshalb viele AntikSrpermolekUle mit einem Antigenmo- 
lekul kombinieren konnen. Entsprechend sollte der mono- 
klone Antikorper gemafi Erfindung mit seiner hochspezifx- 
schen Reaktivitat hohe Sensitivitat aufweisen, wenn er als 
diagnostisches oder therapeutisches Mittel vervendet wird. 

Da, wie zuvor erwahnt, der erf indungsgemaBe monokLone 
Ant^kor ? er, wie der M2590 Antikorper, gleichwertig mit • 
nicht-menschlichen tierischen Melanomzellen und mensch- 



Zentrif ugenrohr eingegeben und 10 Minuten bei Zimmertempe- 
ratur und 400 x g zentrif ug-iert . Der Uberstand wurde voll- 
standig entfernt und der Riickstand in ein konstan.tes Texa- 
peraturbad bei 37 °C eingebracht. Wahrend die Zellen lang- 
sam mit der Spitze einer Pipette vermischt wurden, wurde 
1 ml einer erhitzten 50 %igen Polyathylenglycol (PEG) LSsung 
langsam uber einen Zeitraum von 1 Minute zugegeben. Fur eine 
weitere Minute wurde die Suspension mit der gleichen Pipette 
geruhrt. Dann wurden langsam 2 ml erhitzter RPMI-1640 unter 
Ruhren uber einen Zeitraum von 2 Minuten zugesetzt. Zusatz- 
lich wurden uber 2 bis 3 Minuten 7 ml RPMI-1640 zugegeben. 
Die Mischung wurde bei Zimmertemperatur 10 Minuten bei 
400 x g zentrif ugiert. Der uberstand wurde entfernt und 
10 ml RPMI-1640 mit Gehalt an 10 % Kalbf etusserum- versetzt . 
Die Mischung wurde leicht geruhrt. Die. Zellsuspension wurde 
schrittweise in einer Menge von 0,1 ml je Ausnehmung auf 
eine flachbddige Mikrotestplatte mit 96 Ausnehmungen auf- 
gegeben und in einem Kohlendioxidinkubator kultiviert. 

(3) Untersuc'nungen 
Am nachsten Tag nach Beginn der Kultivierung wurde 0,1 ml 
HAT (Hyooxanthin, Aminopterin, Thymidin) -Kulturf luid zuge- 
setzt; nach Ablauf von 2, 3, 5, 8 und 11 Tagen wurde eine 
Halfte des Uberstands in jeder Ausnehmung abgezogen und 
0,1 "mi frischen KAT-Kultur fluids zugesetzt. Dann wurde das 
Kulturmedtun mit KT (Hypoxanthin , Thymidin) -Kulturf luid 
alle 3 Oder 4 Tage ausgetauscht . 

Als Zielzellen (target cells) wurden (1) B16 Mausirelananzellen, 
(2) nenschliche Melananzellen und (3) EL-4 Lymphomazellen von 
C57BL/6 Mausen verwendet. 5 x 10 5 der Zielzellen wurden mit 
50 ul der uberstehenden Kulturf lussigkeit des Hybridoma 
(einschlieBlich des Antikorpers) bei 0»C fur 50 Minuten 
umgesetzt. Die Reaktion wurde auf einer Mikrotiterpoly- 
styrolplatte mit 96 Ausnehmungen (hergestellt von Dyn.atech 
Lab. Co.) durchgefuhrt. Die Zellen wurden dann durch Zen- 
tri^ugieren aewaschen und mit 50 ul Antimaus-Ig Antikorper 
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cs) Reinigung des Antikorpers 
1 x 10 8 Hybridomazellen wurden intraperitoneal jeder von 
(BALB/C x C57BL/6) Mausen verabreicht; nach 10 Tagen 
wurde der Ascites, der den Antikorper enthielt, gesaromelt. 

5 10 nil Ascites wurden zentrif ugiert , in ein Dialyserohr 
eingegeben und cegen 0,001M Phosphatpuf f er (pH 6,5) fur 
48 Stunden dialysiert. Auf diese Weise konnten alle mono- 
klonen Antikorper abgetrennt werden. Der abgetrennte mono- 
clone Antikorper wurde in einer geringen Menge von 3 %iger 
10 NaCl-Losung gelost und gegen 0,1 M Phosphat/Natriumchlorid- 
puffer (pH 7,2) dialysiert. Als Ergebnis konnten die mei- 
sten der anderen Proteine zusammen mit dem Uberstand ent- 
fernt werden. Durch zwei- bis dreimaliges Wiederholen die- 
ses Vorgangs wies der monoklone Antikorper eine Reinheit 

15 von mehr als 95 % auf. Die Immunoglobulinklassen der M2590 
und M562 Antikorper war IgM; daruber hinaus waren es Eu- 
globuline. 

Die Melanomantikorper, die wie zuvor beschrieben er- 
halten wurden, konnen als ein Melanomdiagnosemittel , bei- 
20 spielsweise in Form einer Losung verwendet werden. 

Das folgende Beispiel beschreibt eine Methode zum 
Diagnostizieren von Melanom unter Verwendung des erfin- 
dungsgeir.aSen Melanomdiagnosemittels . 

25 Beispiel 

(1) Immunoassay in der Festphase 
Es wurde eine Losung von gereinigtem M2590 Antikorper (ge- 
reinigt durch isoelektrische Abscheidung) in einer Konzen- 
tration von 2 ng/ml hergestellt, wobei 0,1M Phosphat/ 

30 Natriumsalzpuffer (pH 7,2) verwendet wurde. 60 u l der Anti- 
korperlosung wurden je Ausnehmung auf eine 96 Ausnehmungen 
enthaltende Polystyrolplatte (hergestellt durch Dynatech 
Lab. Co.) in|_J-Forni zugegeben und bei Zimmertemperatur 
uber einen Zeitraum von einer Stunde umgesetzt. Dann wurde 

35 0,5% Rinderserun Albumin (BSA) zugesetzt und die Platte drei 



Melanom -(B16)- Zellen oder menschlichen Meianonzellen (P-39) 

gemaB dem Verfahren, wie es in den letzten beiden ?ara- 

graphen des Abschnitts (1) zuvor beschrieben wurde , herge- 

stellt. Die gebildeten Tumorzellenextrakte unterschiedlicher 

Antigenkonzentrationen wurden zu dem in (1) beschriebenen 

Immunoassaysystem zugegeben una gepruft. Das Ergebnis , wie 

es in Fig. 2 abgebildet ist, ist derart, daB,wenn ein Ex- 

trakt entsprechend 10 6 /ml Tumorzellen schrittweise auf 

ein Verhaltnis von 1:10 verdunnt wurde, die Auffindung 

bei einer Konzentration von 10 5 /ml und mehr nahezu linear 

3 2 

abfiel, wobei das Minimum zur Auffindung 10 -10 /ml 
betrug. 

Diese experimentellen Ergebnisse zeigen, daB der Immuno- 
assay in Festphase unter Verwendung dieses Antikorpers 
(M2590) sehr ger.au ist und die Auffindung sehr geringer Men- 
gen an Melanomantigen ermoglicht. 

(3) Soezif izitat des Immunoassays in der Festphase 
Um die Spezif izicac der Festphasenimmunoassay-Methode zu 
priifen, wurden Tumorantigenextrakte gemaS (1) aus drei Arten 
von menschlichen Melanomzellen (P-36, P-39, P-22) , Hamster- 
melanomzeilen, :wei Arten von Mausmelanomzellen (B-16, S-9D 
. menschlichen Cervicalcarcinom (Hela) , chirurgisch resezierten 
Fragmenten von eir.en Melanompatienten (menschlich, zwei 
Falle), menschlicher Hautkrebs (schuppenformiges Zellcar- 
cinom) und resezierte Prober. von Basalioma hergestellt. 
Diese Tumorantiger.extrakte wurden dem Immunoassay in Fest- 
phase gema3 Abschr.itt ( ) unterworfen. Das Ergebnis gemaB 
Fig. 3 bestand darin, da3 Extrakte von Melanomzellen, die 
von Menschen, Harnstern und Mausen erhalten wurden, unab- 
hangig davon, cb sie kultivierte Zellstrange oder chirur- 
gisch resezierte Proben waren, durch Immunoassay aufgezeigt 
wurden; der Antikorper jedoch reagierte uberhaupt nicht mit 
anderen Krebszellen als Melanomzellen, wie menschlichen 
Cervicalcarcinc.-., schuppenf ormigen Zellkarzinom und Acan- 
thoma. Die Ergebnisse werden in Fig. 3 wiedergegeben . 
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